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学位論文内容の要旨
乳酸菌の分類体系は､1980年以降に16SrDNAシークエンスの相同性等に基づく分類手法 (遺伝型)が確立されると､
大きく再編されることになった｡分類学における分子生物学的手法の導入はフローラ解析にも大きな進展をもたらし､サ
ンプルから直接 16SrDNA を抽出して解析することで構成菌種を網羅的に把握する DGGE (DenaturingGradientGel
Electrophoresis;変性剤濃度勾配ゲル電気泳動)等の手法が開発されたOそこで､本論文ではモンゴル国で伝統的に生産
されているアルコール発酵乳(乳酒)の乳酸菌フローラを従来の培養法に加え､DGGE法を併用することによって詳細に検
討した｡また､分離した菌株の同定についても､伝統的な分類手法である表現型に加え遺伝型を併用し､両者の結果を比
較したOさらに､分離したLactobacilus(i)helveticusの菌株が独特の性状を有することを明らかにするとともに､本菌の
チーズ-の応用についても検討した｡
モンゴル国で採取したairag(馬乳酒)6種､undaa(牛乳酒)1種､hoormog(ラクダ乳酒)1種から乳酸菌 110株を分
離したO最もpHの低かったサンプル (airagE)からは乳酸菌を分離できなかった｡乳酸菌の検出にはGYP白亜寒天培
地､sMY寒天培地の2種類を使用したが､後者で検出率が高い傾向にあり乳酒から乳酸菌を分離するのに適した培地で
あることが分かった｡分離菌を遺伝型(菌種特異的pcR､16SrDNAシークエンスなど)によって同定した結果､ムhelvetims､
L.kejiranofaciensが各々48株､Leuconostoc(Leu)mesenteroideslO株､iparacaseiとL.parakejiriが各1株､Enterococcus
faecium が 2株であった｡L.kejiranofaciensと同定された菌株は表現型では 6つのグループに分類され､それぞれ L
helveticus､L.acidophihLSCOmPlex､L.salivarius､ibrevis､L.delbruecki､L.curvatusと近い性状を示し､菌種内多様性の
あることが示唆された｡
モンゴル国で収集した乳酒の乳酸菌フロー ラをDGGE法によって網羅的に解析した｡解析にあたり､複雑な乳酸菌種
から構成される乳酒の解析に有効なプライマーを考案したOすなわちLactobacilus属とLeuconostoc属のそれぞれに特異
的なプライマーを新たに設計するとともに､既存の乳酸球菌のプライマーとあわせて3種類のプライマーで乳酸菌フロー
ラを効率よく解析する手法を開発したODGGE法によって優勢菌種として検出された菌種は､Lactococcus(Lc)lactis､L.
helveticus､Leu.maenteroidesであったDまた､生菌として分離されたLeu.mesenteroides以外にLc.lactis､Lc.raj芦nolactisI
streptococcusthermophilus､Leu.citreum､Leu.lactisといった乳酸球菌も乳酒の発酵に寄与していることが明らかとなったo
DGGE法によってモンゴル国乳酒の乳酸菌フローラを解析した最初の報告である0
分離したL.helvetictLgSBTllO87の発酵に関与する特性を調べたところ､基準株と比べ還元脱脂乳培地で生育させたと
きにpH低下が顕著に遅く､至適温度はやや低い傾向にあることが明らかとなったOまた､フィブロネクチン吸着試験に
よってL.keJiranofaciens3株､L.parakejiril株､L.helveficusl株に吸着能が認められ､腸管細胞-接着する可能性を見出
した｡
L.helveticusSBTllO87をアジャンクトスターターとして用いゴーダチーズを試作した｡sBTllO87株を用いた熟成チー
ズは遊離のアミノ酸と不飽和脂肪酸が多いことを見出した｡また､LC/MS分析により､血圧降下作用､免疫調節作用の
報告されている機能性ペプチドが検出されたDモンゴル国馬乳酒から分離したL.helveticzLSSBTllO87は機能性チーズ用
のスターターとして期待されるO
論文審査結果の要旨
分類学における分子生物学的手法の導入はフローラ解析にも大きな進展をもたらし､サンプルから直接16S
rDNA を抽出 して解析す ることで構成菌種を網羅的に把握す る DGCE (Denat血ngGradientGel
Elec廿ophoresis;変性剤濃度勾配ゲル電気泳動)等の手法が開発された｡そこで､本論文ではモンゴル国で伝
統的に生産されているアルコール発酵乳(乳酒)の乳酸菌フローラを従来の培養法に加え､DGGE法を併用す
ることによって詳細に検討した｡また､分離した菌株の同定についても､伝統的な分類手法である表現型に
加え遺伝型を併用し､両者の結果を比較した.さらに､分離したLactobacilus¢)helveticusの菌株が独特の性
状を有することを明らかにするとともに､本菌のチーズ-の応用についても検討したものである｡
モンゴル国で採取した airag(馬乳酒)6種､undaa(牛乳酒)1種､hoormog(ラクダ乳酒)1種から乳酸
菌 110株を分離した｡最もpHの低かったサンプル (airagE)からは乳酸菌を分離できなかった.乳酸菌の
検出にはGYP白亜寒天培地､SMY寒天培地の2種類を使用したが､後者で検出率が高い傾向にあり乳酒か
ら乳酸菌を分離するのに適した培地であることが分かった｡分離菌を遺伝型(菌種特異的pcR､16SrDNAシ
ークエンスなど)によって同定した結果､i helveticus､L.kejiranofaciensが各々48株､Leuconostoc(Lew)
mesentetVideslO株､L.paracaseiとL.parakejiriが各1株､血tenococcusfaecium が2株であった｡L.kePranofaciens
と同定された菌株は表現型では6つのグループに分類され､それぞれihelveticus､L.acidophiluscomplex､
L.salivan'us､L.bfleVis､L.delbruecki､icurvatusと近い性状を示し､菌種内多様性のあることが示唆されたO
モンゴル国で収集した乳酒の乳酸菌フローラをDGGE法によって網羅的に解析した｡解析にあたり､複雑
な乳酸菌種から構成 される乳酒の解析に有効なプライマーを考案 したOすなわち Lactobacilus属と
Leuconostoc属のそれぞれに特異的なプライマーを新たに設計するとともに､既存の乳酸球菌のプライマーと
あわせて3種類のプライマーで乳酸菌フローラを効率よく解析する手法を開発した｡DGGE法によって優勢
菌種として検出された菌種は､Lactococcus(Lc)lactis､L.helveticus､Leu.mesenteroidesであった.また､生菌
として分離されたLeu.mesentenoides以外にLc.lactis､Lc.rajWnolactis､StfYPtOCOCCuSthennophilus､Leu.citreumt
Leu.lactisといった乳酸球菌も乳酒の発酵に寄与していることが明らかとなった｡
分離したL.helveticusSBTllO87の発酵に関与する特性を調べたところ､基準株と比べ還元脱脂乳培地で生
育させたときに pH低下が顕著に遅く､至適温度はやや低い傾向にあることが明らかとなった｡また､フィ
ブロネクチン吸着試験によってL.kejiranofaciens3株､Lparakejiril株J helveticusl株に吸着能が認められ､
腸管細胞-接着する可能性を見出したoL.helveticusSBTl1087をアジャンクトスターターとして用いゴーダ
チーズを試作したところ､SBTllO87株を用いた熟成チーズは遊離のアミノ酸と不飽和脂肪酸が多いことを見
出した｡また､LC/MS分析により､血圧降下作用､免疫調節作用の報告されている機能性ペプチドが検出さ
れた｡
以上のように､本研究ではモンゴル国乳酒の乳酸菌フローラを培養法とともに DGGE法によって解析し､
乳酸菌フローラに関する新たな知見を得た｡同時に､モンゴル国馬乳酒から分離したL.helveticusSBTllO87
による機能性チーズの開発研究を実施したものであり､博士 (農学)の学位に値するものと判定する｡
